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1. INTRODUZIONE 
 
 
1.1. Inquadramento sistematico 
 
All’interno delle monocotiledoni (Superordine Lilianae Takht., secondo CHASE & 
REVEAL, 2009) l'ordine delle Asparagales Link rappresenta certamente il più ricco 
di specie (circa la metà) e uno dei più importanti dal punto di vista economico, 
contenendo molte piante di interesse commerciale, dovuto al loro uso alimentare e 
come ornamentali. Ne sono un esempio le specie del genere Allium L., le orchidee, i 
giacinti, gli iris e i narcisi, solo per menzionarne alcune. 
La sistematica delle Asparagales e la risoluzione delle relazioni filogenetiche interne 
a questo gruppo, ha rappresentato in passato, e rappresenta tuttora, un interessante 
campo di indagine per la comprensione dei meccanismi evolutivi che hanno portato 
alla diversità che caratterizza questo ordine. Vengono chiamati in causa molti aspetti 
biosistematici, come quelli morfologici, cariologici, chimici, molecolari, 
biogeografici, ecc. 
“The Families of the Monocotyledons” di DAHLGREN et al. (1985) può essere 
considerato il punto di partenza della moderna sistematica delle monocotiledoni. La 
classificazione proposta in quest’opera si basava principalmente su analisi di caratteri 
anatomici, morfologici e fitochimici (DAHLGREN & CLIFFORD, 1982), combinata 
con una particolare analisi pseudocladistica di questi dati (DAHLGREN & 
RASMUSSEN, 1983) denominata “cladistica inversa”. Un noto prodotto di queste 
analisi sono i dahlgrenogrammi, alberi filogenetici graficamente rappresentati da 
bolle; ciascuna bolla delimita un ordine e sia la grandezza sia la posizione forniscono 
ulteriori informazioni: per quanto riguarda le dimensioni, essa risulta proporzionale 
alla rappresentatività dell’ordine rispetto al numero di specie, mentre la collocazione 
riflette i rapporti filogenetici tra gli ordini; difatti l’intero grafico può essere visto 
come una sezione trasversale della cima di un albero filogenetico, per cui le bolle 
rappresentano le sezioni dei vari rami. Questa classificazione è stata certamente la 
più confacente con i dati allora noti, sino all'avvento della sistematica molecolare, 
verso la fine degli anni '90 del secolo scorso. In accordo con le idee di HUBER 
(1969), DAHLGREN et al. (1985) consideravano le Asparagales un gruppo 
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monofiletico separato dalle Liliales Perleb e tra le possibili sinapomorfie proposte in 
passato, le più convincenti sembravano essere la presenza di stili semplici e la 
presenza di incrostazioni di fitomelano sui tegumenti del seme, sebbene questi 
caratteri presentassero delle eccezioni. Inoltre si supponeva che la sinapomorfia 
considerata più affidabile, cioè la presenza di fitomelano, potesse essere stata 
ripetutamente guadagnata o persa in relazione al passaggio da un tipo di frutto 
deiscente ad uno di tipo indeiscente. 
Tali basi morfologiche, non del tutto stabili, per la separazione delle Asparagales 
dalle Liliales, risultano ancora più incerte dato che gli studi molecolari evidenziano 
per alcuni taxa appartenenti alle Liliales sensu Dahlgren, per esempio le Iridaceae 
Juss. e le Orchidaceae Juss., una maggiore affinità con le Asparagales (CHASE et al., 
1993, 1995; DAVIS et al., 2004; GIVNISH et al., 2005; PIRES et al., 2006; FAY et 
al., 2000). 
Le Asparagales, quindi, sono state ridefinite non solo con l’inclusione di taxa 
provenienti dalle Liliales, ma anche dall’esclusione di altri taxa. Inoltre, alcune 
famiglie precedentemente accettate da Dahlgren et al. (1985), come le Anthericaceae 
J. Agardh e le Alliaceae Borkhausen, sono risultate polifiletiche (FAY & CHASE, 
1996; CHASE et al., 1995). La maggior parte delle analisi molecolari, compiute con 
un numero variabile di taxa e differenti marcatori molecolari, hanno riscontrato il 
carattere monofiletico delle Asparagales così ridefinite (CHASE et al, 1993; NADOT 
et al., 1995; SOLTIS et al., 1997, 2000; TAMURA et al., 2004; GIVNISH et al., 
2005; LI & ZHOU, 2007). Questi dati si riflettono nelle serie di classificazioni 
proposte dall’APG (Angiosperm Phylogeny Group: APG I, 1998; APG II, 2003; 
APG III, 2009). 
Le tre classificazioni proposte dall’APG, rispetto all’organizzazione sistematica 
interna delle Asparagales, considerano un numero sempre minore di famiglie: la 
prima riconosceva 29 famiglie, la seconda 14, più 11 opzionali indicate tra parentesi, 
la terza solo 14. Nella classificazione APG III (2009) vengono mantenute solo le 
grandi famiglie monofiletiche e viene introdotta una classificazione a livello di 
sottofamiglie, costruita per lo più abbassando di rango le precedenti famiglie 
opzionali presenti nella classificazione antecedente; ad esempio, la famiglia 
Alliaceae, con le due famiglie opzionali Agapanthaceae F. Voigt e Amaryllidaceae J. 
Saint-Hilaire, è diventata la famiglia Amaryllidaceae, che contiene le tre 
sottofamiglie Agapanthoideae Endlicher, Allioideae Herbert e Amaryllioideae 
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Burnett. Un simile destino ha coinvolto la famiglia delle Hyacinthaceae Batsch ex 
Bork., che con altre famiglie è stata inserita nelle Asparagaceae Juss., all’interno 
della sottofamiglia Scilloideae Burnett, di cui costituisce un sinonimo. 
 
Le Scilloideae, comprendenti circa un migliaio di specie, sono piante erbacee, 
perenni, con foglie basali aggregate, usualmente bulbose, mesofitiche, largamente 
distribuite sul pianeta, maggiormente diffuse in Sud Africa e nell’area dal 
Mediterraneo all’Asia sudoccidentale. 
Le foglie sono alternate, spiralate, sessili e guainanti; le guaine fogliari hanno 
margini liberi; le foglie sono semplici, a lamina intera, lineari o lanceolate, raramente 
ovate od orbicolari; con venature parallele; margine della lamina intero. Il mesofillo 
contiene cellule per mucillagini (con rafidi) e di solito contiene cristalli di ossalato di 
calcio; vasi assenti. La radice ha xilema provvisto di vasi con inspessimenti 
scalariformi o scalariformi e semplici. Le piante hanno fiori ermafroditi, o poligami-
monoici; con secrezione di nettare di norma dalla base del gineceo (nettarii posti tra i 
setti dei tre carpelli fusi). I fiori sono di norma aggregati in infiorescenze terminali 
generalmente indefinite; scapiflore, terminali, di solito racemi o spighe, raramente 
cime, semplici o ramificate; i fiori sono bratteati (almeno nelle parti inferiori 
dell’infiorescenza), piccoli o di taglia media, usualmente regolari, trimeri e 
pentaciclici; tubo del perigonio presente (di solito campanulato, orceolato o tubulare) 
o assente (ad esempio in Ornithogalum L.). I tepali sono 6, liberi o fusi, petaloidi, 
colorati in vario modo. Anche gli stami sono usualmente 6, o raramente 3, con 
filamenti spesso larghi e piatti, con appendici (a volte anche ai lati dell’antera) o 
senza; antere dorsifisse, deiscenti lungo fessure longitudinali; introrse; 
tetrasporangiate. L’endotecio è inspessito, spiralato; la microsporogenesi è 
simultanea; con tappeto ghiandolare; granuli pollinici solcati; con 2 cellule durante la 
fase di dispersione. I Carpelli sono 3, fusi tra loro a dare un ovario 3-loculare, 
supero; gli stili sono presenti o assenti; gli stigmi sono 1 o 3, papillosi; la 
placentazione è assile; con 2-50 ovuli anatropi per loculo. Il sacco embrionale 
(gametofito femminile) è a sviluppo di tipo-Polygonum (più comunemente), o di 
tipo-Allium, o tipo-Scilla. La formazione dell’endosperma è solitamente elobiale, o 
nucleare. Il frutto è una capsula loculicida, deiscente, non carnosa. I semi hanno 
endosperma oleoso. L'embrione è diritto (di solito) o curvo; il testa, generalmente 
sempre incrostato di fitomelano (WATSON & DALLWITZ, 1992). 
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La delineazione di una famiglia di piante denominate Hyacinthaceae è avvenuta per 
la prima volta per mano di BATSCH (1786), ma non fu particolarmente utilizzata 
dalla comunità scientifica. Tra i 17 generi che Batsch incluse nella concezione 
originaria della famiglia, solo 2 vi sono tuttora inclusi (SPETA, 1998 a,b). Ancora 
oggi esiste comunque grande disaccordo sul numero di generi presenti, che si aggira 
tra i 40 ed i 70 (STEVENS, 2001), soprattutto a causa del numero incerto dei generi 
dell’Africa sub-sahariana, che oscillano tra i 15 ed i 45 a seconda degli autori. 
La difficoltà nel definire in maniera rigorosa i generi di questo taxon, determina a sua 
volta una difficoltà nel riconoscere le relazioni filogenetiche tra di essi, che quindi 
rende ardua la costruzione di una suddivisione tassonomica in  ranghi inferiori 
(sottofamiglie, tribù, ecc.). L’uso di marcatori molecolari ed in particolar modo di 
marcatori plastidiali come l’introne trnL e l’IGS (InterGenic Spacer) trnL-trnF 
sembra confermare la natura monofiletica di questo gruppo, ammesso di escludere i 
generi nordamericani Camassia Lindley e Chlorogalum (Lindl.) Kunth, risultanti più 
affini alle Agavaceae Dumort., ed ha permesso la ridefinizione dei generi linneani, 
soprattutto di Hyacinthus L. e Scilla, meno di Ornithogalum, e la circoscrizione di 
taxa di rango inferiore (PFOSSER & SPETA, 1999).. Analisi molecolari successive, 
basate sia su marcatori plastidiali (introne trnL, spaziatore trnL-trnF, rbcL e matK) 
sia su marcatori nucleari (DNA ribosomiale) hanno permesso una migliore 
definizione del genere Ornithogalum e delle Ornithogaleoideae in generale 
(MARTINEZ-AZORÍN et al., 2011). In base ai dati molecolari ottenuti, le 
Scilloideae (= famiglia Hyacinthaceae) possono essere suddivise in quattro gruppi, 
che sembrerebbero distinguibili anche in base ad una criterio chemio-tassonomico, 
ovvero in base ai loro metaboliti secondari ed alla presenza o assenza di cristalli 
proteici nel nucleo (HELLER & TAMM, 1981; KRENN, 1990, 1994; KUBO et al., 
1992 a,b; PFOSSER & SPETA, 1999): 1) le specie sudamericane nella tribù 
Oziroeeaee (= sottofamiglia Oziroeoideae) 2) la tribù Urgineeae (= sottofamiglia 
Urgineoideae) 3) la tribù Ornithogaleae (= sottofamiglia Ornithogaloideae) e 4) la 
tribù Hyacintheae (= sottofamiglia Hyacinthoideae), la più rappresentata ed evoluta, 
suddivisa nelle sottotribù Massoniinae (= tribù Massonieae), caratterizzata da specie 
sudafricane, sub-sahariane ed indiane, e Hyacinthinae (= tribù Hyacintheae Dumort.), 
costituita da specie asiatiche-mediterranee. Alle Hyacinthinae appartiene anche il 
genere Bellevalia, che è incluso in un clado comprendente anche i generi 
Nectaroscilla Parl., Chouardia Speta, Schnarfia Speta, Muscari e Scilla, clado sister 
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di un altro costituito dai generi Hyacinthella Schur, Prospero Salisb., Pushkinia 
Adams, Othocallis Salisb., Pfosseria Speta, Hyacinthus e Zagrosia Speta (PFOSSER 
& SPETA, 1999). 
 
 
1.2. Il genere Bellevalia 
 
Il genere Bellevalia Lapeyr. appartiene alla famiglia Asparagaceae (cfr. APG III, 
2009), subfamiglia Scilloideae, tribù Hyacintheae (CHASE et al., 2009). In accordo 
con FEINBRUN (1938 – 1940), questo genere è composto da circa 65 specie, 
distribuite nell’area mediterranea e in Asia centro-occidentale, con il maggior 
numero di specie ospitate nella regione irano-turanica. Il carattere morfologico più 
utile, almeno per quanto riguarda gli individui fioriti, per distinguere il genere 
Bellevalia dai generi ad esso più affini, è la forma dei filamenti, che si presentano 
fusi lungo tutto il tubo del perianzio, con parti libere grossomodo triangolari, 
appiattite e solitamente connate alla base (PERSSON & WENDELBO, 1979). Nei 
generi considerati da sempre più affini su base morfologica, come Muscari Mill., 
Hyacinthella Schur. e Hyacinthus L., si riscontrano filamenti assottigliati. 
 
Le entità appartenenti a questo genere presentano un perigonio campanulato o 
tubuloso – campanulato o turbinato, non ristretto sotto i lobi, che sono espansi e non 
riflessi o revoluti. I filamenti sono aderenti tra loro fino alla base dei lobi; le antere 
sono attaccate ad essi centralmente e sono introrse. I fiori superiori qualche volta 
sono sterili (ciò accade spesso anche nel genere Muscari); il perigonio può essere 
bianco virante verso il grigio o livido; raramente i perigoni viola intenso o blu 
intenso o blu pallido o lillà pallido restano dello stesso colore durante la fioritura, ma 
virano più o meno velocemente verso colori meno vistosi. Le brattee sono 
membranacee, generalmente piccole o molto ridotte in dimensione. La capsula è 
triquetra con tre costole acute o a volte lobi o ali; con valve ovate o rotonde od 
oblunghe, retuse o rotonde all’apice e cuneate o arrotondate alla base; gli ovuli sono 
2 – 6 per ciascun loculo. I semi sono globulari o ellissoidi, lisci, neri o bluastri e 
spesso ricoperti da una patina cerosa, con un ilo bianco, mancante di caruncola. Sono 
sempre geofite bulbose. Le foglie, nastriformi o lanceolate, hanno un margine 
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membranaceo ialino, spesso con ciglia o scabro. I fiori sono organizzati in racemi 
conici o cilindrici o ovati o raramente tipo spiga. 
Il genere è suddiviso in 6 sezioni (FEINBRUN, 1940; PERSSON & WENDELBO, 
1979; WENDELBO, 1980; FEINBRUN-DOTHAN, 1986): Bellevalia (= Patens 
Feinbr.), Conica Feinbr., Nutans Feinbr., Muscarioides Feinbr., Oxydonta Losynsk. 
ex Wendelbo and Strangweja (Bertol.) K. Persson & Wendelbo. 
 
Sezione Bellevalia (= Patens Feinbr.) 
Racemo fruttifero cilindrico, fiorifero cilindrico o oblungo o ovato. Foglie 
spesso più lunghe dello scapo. Pedicelli florali eretto – patenti e spesso fiori 
piccoli o nulli. Brattee spesso evidenti. Valve della capsula ovate o rotonde o 
ellittiche, arrotondate alla base. Piante non eccessivamente alte. Areale in 
corrispondenza della parte centrale dell’areale del genere: Mediterraneo, area 
Saharo – Sindica, media ed occidentale, ed Irano – Turanica mesopotamica. 
 
Sezione Conica Feinbr. 
Racemo fruttifero conico. Racemo fiorifero conico o ovato o oblungo. Valve 
della capsula retuse all’apice, cuneate alla base, spesso oblunghe o obovate. 
Foglie spesso più corte dello scapo, margine ciliato. Perigonio prima 
dell’antesi violaceo o più o meno lillà o bianco; in antesi livido o azzurro 
chiaro. Areale quasi coincidente con quello del genere. 
 
Sezione Nutans Feinbr. 
Racemo fiorifero e fruttifero cilindrico; pedicelli tutti uguali e spesso nutanti. 
Perigonio spesso ricoperto da nervature verdi, prima dell’antesi violaceo o 
ceruleo, a volte verde giallastro o verde biancastro, in antesi livido o azzurro 
chiaro. Foglie eguali o più corte dello scapo, raramente più lunghe. Valve 
della capsula arrotondate alla base, apice spesso retuso, lunghezza e larghezza 
circa uguali. Areale coincidente con quello del genere. 
 
Sezione Muscarioides Feinbr. 
Solo due specie: B. atroviolacea Regel e B. turkestanica Franch. Racemo 
fruttifero cilindrico, fiorifero cilindrico o ovato. Perigonio campanulato 
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violaceo o ceruleo, che durante l'antesi non cambia colore. Pedicelli in antesi 
nutanti. Areale: Asia centrale. 
 
Sezione Oxydonta Losynsk. ex Wendelbo 
Costituita dalle sole due specie B. pycnantha (K. Koch) Losinsk. e B. 
acutifolia (Boiss.) L.N. Delaunay, che BOISSIER (1884) considerava 
appartenenti entrambe al genere Muscari. 
 
Sezione Strangweja (Bertol.) K. Persson & Wendelbo 
La sezione Strangweja è monotipica e costituita dalla sola B. hyacinthoides, 
precedentemente descritta come S. spicata (Sibth. & Sm.) Boiss. Differisce da 
tutte le altre Bellevalia avendo denti prominenti alla base dei filamenti; questo 
era uno dei caratteri principali per la sua separazione a livello generico, 
sostenuta da vari autori (MATHEW, 1994). Comunque, in accordo con 
PERSSON e WENDELBO (1979) le differenze nella morfologia dei 
filamenti non sono importanti abbastanza da supportare un genere 
indipendente. Quindi, dopo un riesame della sua morfologia e determinando il 
suo cariotipo, che è stato trovato essere simile a quello di molte specie di 
Bellevalia, essi lo hanno incorporato in Bellevalia ed incluso nella sezione 
monotipica Strangweja per evidenziare il suo isolamento sistematico rispetto 
alle altre specie. B. hyacinthoides, oltre ai suoi distintivi filamenti dentati, 
differisce dalle altre specie del genere per la sua infiorescenza subspicata, 
densa, le brattee relativamente grandi con un lobo basale ricurvo, il perianzio 
profondamente lobato e i semi piriformi. 
 
I dati molecolari, limitati però alle sole specie italiane (BORZATTI VON 
LOEWENSTERN et al., 2012) mettono in dubbio la distinzione tra le sezioni Conica 
e Nutans, soprattutto per le posizioni di B. (Conica) ciliata (Cirillo) T. Nees e di B. 
dubia B. (Nutans) dubia (Guss.) Kunth subsp. dubia, mentre la sezione Bellevalia, 
appare monofiletica (Figura 4). 
La differenziazione morfologica tra i taxa del genere Bellevalia è piuttosto flebile, 
comunque per la classificazione a livello specifico, i caratteri principali 
tradizionalmente utilizzati sono: la larghezza e la pubescenza delle foglie, la forma e 
la densità del racemo, il rapporto tra la lunghezza del pedicello e quella del perianzio, 
11 
 
il colore ed il rapporto tra il tubo ed il lobo del perianzio, l’aspetto delle antere e 
delle gemme (COWLEY, ӦZHATAY & MATHEW, 1994), nonché la morfologia 
dei semi. 
 
Sebbene il genere Bellevalia sia strettamente affine ai generi Muscari, Hyacinthus e 
Hyacinthella, condividendone caratteri morfologici importanti, il suo cariotipo risulta 
esclusivo e chiaramente distinguibile. Il numero cromosomico di base è costituito da 
x = 4 cromosomi, piuttosto lunghi (7–17 μm). La formula cariotipica aploide prevede 
un cromosoma con centromero in posizione mediana (m), che è quello di dimensioni 
maggiori, un cromosoma con centromero in posizione subterminale (st), secondo per 
lunghezza, e due cromosomi con centromero in posizione submediana (sm). La 
grandezza simile e la forma dei due cromosomi più piccoli rende il riconoscimento 
degli omologhi particolarmente difficile, nonostante la presenza di satelliti, che può 
manifestarsi su entrambe le coppie. Per i satelliti, a volte abbastanza cospicui in 
grandezza, spesso si riscontrano variazioni di posizione e numero a seconda della 
specie (BAREKA et al., 2008). 
L’analisi del cariotipo, ristretta esclusivamente ai taxa italiani, ha rivelato una 
sostanziale uniformità nei valori di THL (Total Haploid Lenght), cioè di lunghezza 
totale del cariotipo aploide, con differenze poco significative tra le specie. Dal 
grafico a dispersione dei valori dei coefficienti di variazione intercromosomico 
(CVCL) ed intracromosomico (CVCI), a parte B. romana che possiede valori 
apprezzabilmente diversi, le altre specie risultano piuttosto simili anche per quanto 
riguarda il grado di simmetria del cariotipo (BORZATTI VON LOEWNSTERN et 
al., 2012). 
La poliploidia è riscontrata in alcune specie del genere e, sebbene i cariotipi diploidi 
siano i più comuni (BENZER, BOTHMER & WENDELBO, 1972; BOTHMER & 
WENDELBO, 1981), finora sono stati registrati casi di triploidia, tetraploidia, 
esaploidia ed ottoploidia. È risaputo come le geofite siano piuttosto propense a 
modificazioni cromosomiche anche importanti ed esistono molti esempi di livelli di 
ploidia differenti anche nella stessa specie, ma non è molto frequente trovare un 
genere caratterizzato da diversi livelli di ploidia con numero cromosomico di base 
però estremamente costante. 
All’interno di alcune specie di Bellevalia è stata registrata l’esistenza di popolazioni 
diploidi e popolazioni poliploidi, così come taxa elusivamente poliploidi. Numeri 
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cromosomici tetraploidi si conoscono per 13 specie, 6 di queste sono esclusivamente 
tetraploidi (BAREKA, 2008). Popolazioni esaploidi sono state studiate per diverse 
specie e B. edirnensis N. Ozhatay & Mathew, propria della Turchia europea e della 
Grecia nordorientale, sembra essere esclusivamente esaploide (ӦZHATAY et al., 
1991 a,b; BAREKA, 2008). Al contrario, i triploidi e gli ottoploidi sono poco 
rappresentati: un individuo triploide di B. boissieri proveniente dall’Italia 
(MUSANO & MAGGINI, 1976) e due individui triploidi di B. sarmatica Misc. 
raccolti nell’ex Unione Sovietica (POGOSYAN, 1975; POGOSYAN & 
TOROSYAN, 1983). Solo due specie risultano esclusivamente ottoploidi: B. 
longistyla (Miscz.) Grossh. (ӦZHATAY & JOHNSON, 1996; JOHNSON, 2003) e 
B. olivieri (Baker) Wendelbo, e inoltre vengono segnalate popolazioni ottoploidi per 
B. glauca Kunth (ZAKHARIYEVA & MAKUSHENKO, 1969; BOTHMER & 
WENDELBO, 1981) e per B. sarmatica (JOHNSON & BRADHAM, 1997). 
Secondo FEINBRUN (1938-1940), il fenomeno della poliploidia nel genere 
Bellevalia è il risultato di eventi allopoliploidi, mentre BOTHMER & WENDELBO 
(1981) sono maggiormente propensi ad ipotizzare un’origine autopoliploide per le 
specie poliploidi. Molti autori sono arrivati a differenti conclusioni rispetto alla 
questione dell’origine della poliploidia nelle singole specie studiate (CHIARUGI, 
1949; CAPINERI et al., 1979; ӦZHATAY & al., 1991a). 
Sono noti anche molti casi di aneuploidia in molte specie poliploidi, ad esempio, in 
B. longistyla, oltre al numero cromosomico euploide 2n = 4x = 32, sono stati riportati 
i numeri 2n = 30, 31, 33, 35 in popolazioni turche (ӦZHATAY et al., 1991a; 
JOHNSON & BRADHAM, 1997; JOHNSON, 2003); in B. saviczii Boronow si 
ritrovano i numeri 2n = 25, 23, 26 (GETTNER, 2005); cromosomi in sovrannumero 
risultano anche per individui provenienti dall’Iran di B. glauca con 2n = 16 + 1B 
(BOTHMER & WENDELBO, 1981). 
I differenti livelli di ploidia insieme alla presenza di cromosomi B e ad altri 
arrangiamenti cromosomici fanno pensare ad un’evoluzione cromosomica, nel 
genere, ancora in corso (JOHNSON, 2003). 
In genere, le differenze cariologiche come il numero cromosomico, i livelli di 
ploidia, la posizione del centromero ed il numero e la posizione dei satelliti, sono 
utili per fare luce sulle relazioni tassonomiche di molti taxa di piante, ma nel caso di 
Bellevalia ciò è più complicato, a causa della formula cariotipica piuttosto stabile, 
così come l’aspetto del cariotipo, che risulta in tutte le specie esaminate 
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corrispondente al cariotipo “typus” (GARBARI, 1981). Spesso anche le analisi 
cariomorfometriche non forniscono risultati chiari, dal momento che l’unica 
differenza riscontrabile tra le specie è il numero e l’aspetto dei cromosomi provvisti 
di satelliti. 
 
In Italia risultano presenti 7 taxa (BORZATTI VON LOEWENSTERN & 
GARBARI, 2002, 2003; CONTI et al., 2005; MARCONI, 2008; BRULLO et al., 
2009; GESTRI et al., 2010), rappresentanti circa il 10% del totale delle unità di 
Bellevalia: B. (Conica) ciliata (Cirillo) T. Nees, una specie nord-orientale del 
Mediterraneo; B. (Nutans) dubia (Guss.) Kunth subsp. dubia (endemica della Sicilia) 
e subsp. boissieri (Freyn) Feinbr. (Mediterraneo orientale); B. pelagica C. Brullo, S. 
Brullo & S. Pasta (endemica siciliana); B. (Bellevalia) romana (L.) Sweet (entità 
centro mediterranea); B. (Nutans) trifoliata (Ten.) Kunth (specie del Mediterraneo 
orientale) e B. (Nutans) webbiana Parl. (endemica dell’Italia centrale). 
B. ciliata è una specie diploide, occasionalmente autotetraploide (2n = 8, 16; 
CHIARUGI, 1949; CONSTANTINIDIS et al., 1997; BAREKA et al., 2008; 
PERUZZI et al. 2010); B. dubia risulta diploide (2n = 8; GARBARI, 1968; 
MAGGINI, 1972; MAGGINI & DE DOMINICIS, 1977; BAREKA et al., 2000; 
KAPASA et al., 2001; BAREKA et al., 2008), ma nella subsp. boissieri è stato 
riportato un unico caso di autotriploidia (2n = 12; MUSANO & MAGGINI, 1976); 
B. pelagica è probabilmente allotetraploide (2n = 16; BRULLO et al., 2009); B. 
romana è diploide (2n = 8; GARBARI, 1968; MAGGINI & DE DOMINICIS, 1977; 
BALDINI, 1992, 1997; PERUZZI, 2003; BAREKA et al., 2008), così come B. 
trifoliata (2n = 8; GARBARI & TORNADORE, 1972; GARBARI et al., 1988; 
GARBARI et al., 2000; BAREKA et al., 2008). Infine, B. webbiana è tetraploide con 
2n = 16 cromosomi (CHIARUGI, 1949; MAGGINI, 1972) e funzionalmente 
diploide (CAPINERI et al., 1979). 
 
 
1.3. Bellevalia webbiana 
 
B. webbiana Parl., l’unico endemismo dell’Italia peninsulare, fiorisce in marzo-aprile 
(maggio) e fruttifica entro l’estate, soprattutto in incolti e coltivi. 
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Si distingue dalle altre congeneri per diverse peculiarità a livello di struttura 
dell’infiorescenza, colore, dimensioni e forma del perigonio e delle capsule 
(PARLATORE, 1854, 1857; GARBARI, 1982). 
Allo stato attuale la specie risulta inserita nella Lista Rossa Regionale per l’Emilia 
Romagna con lo status  LR (CONTI et al., 1997). Un accurato studio circa la 
distribuzione della specie è stato recentemente pubblicato e da tale lavoro B. 
webbiana risulta esclusiva di una ristretta fascia pre-appenninica tra la Toscana e 
l’Emilia-Romagna (GESTRI et al., 2010, Figura 2). 
Considerando i criteri IUCN per le categorie di rischio (IUCN, 2001; ROSSI et al., 
2008), la specie risulta minacciata (EN), utilizzando il sottocriterio A2, che prevede 
una riduzione osservata della EOO (Extent Of Occurrence, ampiezza dell’areale) in 
tre generazioni pari al 50% o superiore, con l’utilizzo dell’opzione c) Declino della 
superficie occupata, dell’areale e/o della qualità dell’habitat. Infatti, la pianta cresce 
in margini di querceto ma soprattutto in campi ed oliveti, nei quali cambiamenti di 
gestione del suolo (abbandono dei coltivi, riforestazione spontanea, aumento della 
copertura di boschi non più ceduati, cementificazione) ha determinato la scomparsa 
di alcune subpopolazioni. Inoltre, i bulbi sono molto appetiti dai cinghiali, e le 
popolazioni toscane di cinghiali sono attualmente in crescita. Tale valutazione ha 
recentemente determinato l'inclusione della specie nelle Global Red List della IUCN 
(http://www.iucnredlist.org/apps/redlist/details/195349/0).  
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Figura 1. Iconografia di Bellevalia webbiana Parl. fatta su materiale fresco proveniente 
dal locus classicus. Delineavit Anne Maury. 
 
L’entità in questione (Figura 1) è un’erba perenne, alta 25-60 cm. Il bulbo, fino a 3,7 
cm di diametro, ha tuniche esterne bruno – nerastre, consistenti, cartaceo – 
pergamenate. Le foglie sono eretto – patenti, scanalate, larghe 10-22 mm, 
leggermente allargate a circa metà della lunghezza, variabili rispetto allo scapo (20-
40 cm), glabre con margini ialini, con apice acuto e cucullato, verde – glaucescenti 
nella pagina superiore, verde-lucide nella pagina inferiore, rigidette. L’infiorescenza 
è costituita da un racemo inizialmente piramidato – cilindrico, lasso, con fiori 
inizialmente patenti poi arcuato – riflessi (nutanti); totale assenza di fiori sterili; i 
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pedicelli sono subeguali al perigonio o un po’ più lunghi; il perigonio, inodore, è 
lungo 5-8 mm e largo 4-4,5 mm, a denti ovati, conniventi, lunghi circa come il tubo, 
all’inizio azzurro violetto ametistino con denti bianco-verdastri da prima chiusi poi 
aperti ed eretti; durante l’antesi il colore del perigonio vira da bruno – rossiccio a 
bruno – verdastro. Il frutto è una capsula con valve obcordate (GESTRI et al., 2010). 
 
 
 
Figura 2. Distribuzione di Bellevalia webbiana, posta su griglia 2 X 2 Km. Le stazioni, distribuite 
tra Toscana (in basso) ed Emilia – Romagna (in alto), sono distinte in non confermate (?), 
confermate (•) e nuove (*). Da Gestri et al., 2010. 
 
 
1.4. Bellevalia webbiana: ibrido o specie vera e propria? 
 
L’origine di B. webbiana è un argomento che ha appassionato e coinvolto molti 
botanici, già a partire dai tempi appena successivi alla sua descrizione. Inizialmente, 
molti autori consideravano tale entità un ibrido tra Muscari comosum e Bellevalia  
romana (CARUEL, 1871; CHRIST & CALDESI, 1883; BARONI, 1896; FIORI & 
PAOLETTI, 1896; FIORI, 1923); ciò è stato definitivamente confutato da 
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FEINBRUN (1940) ed in particolar modo da CHIARUGI (1949), che si esprimeva in 
questo modo riguardo l’intera questione: 
 
“La Bellevalia webbiana Parl. fu scoperta nel 1853 dal Webb in 
un bosco di querci vicino a Pratolino a nord di Firenze sui monti 
che dividono il Valdarno fiorentino dal Mugello, e fu 
successivamente ritrovata con una certa abbondanza in altre parti 
delle colline fiorentine e in qualche altro punto della Toscana. Fu 
pertanto descritta dal Parlatore nel 1854 come specie nuova, e 
inclusa nel 1857 nella “Flora Italiana” come specie autonoma […] 
nel 1871 CARUEL inizia la demolizione di questa bella specie 
parlatoreana basandosi su un argomento in verità molto debole, e 
cioè “sulla sola circostanza” che “in tempi anteriori sarebbe 
sfuggita alle ricerche di un Micheli, tanto perspicace e assiduo 
indagatore della flora fiorentina, perché nel suo catalogo delle 
piante dell’agro fiorentino non c’è traccia della specie in 
questione”, ne ammette senz’altro la recente comparsa a Firenze, 
e pertanto esprime il dubbio che essa sia un ibrido fertile (perché 
matura i semi) della Bellevalia comosa e B. romana. CHRIST e 
CALDESI nel 1883 ripresero l’idea dell’origine ibrida, 
sostenendo essere la Bellevalia webbiana l’intermediario più 
completo possibile fra i due supposti genitori abbondanti nelle 
stesse località, ma con un ravvicinamento maggiore al Muscari 
comosum Mill. (Leopoldia comosa Parl., Bellevalia comosa 
Kunth): alla grande rassomiglianza nell’aspetto con quest’ultima 
specialmente nei primi stadi della fioritura il Caruel aveva 
attribuito, giustamente, il non essere stata avvertita la presenza 
della B. webbiana e l’essere stata essa tralasciata dagli 
erborizzatori. In seguito a questa nota, FIORI e PAOLETTI nel 
1896 la declassano al rango di un ibrido (Muscari comosum x 
Hyacinthus romanus Caruel 1871), includendone ancora la 
diagnosi nella chiave analitica della specie; e Adriano FIORI nel 
1923 ne confina il ricordo in una sola nota in calce al genere 
Hyacinthus, sanzionandone così l’esclusione dal novero delle 
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specie della flora italiana […]. La FEINBRUN non ha accettato 
questa opinione; ha rivendicato sugli esemplari d’erbario il rango 
specifico della pianta, e ha escluso la supposizione di un’origine 
ibrida. Questa conclusione armonizza con l’idea che io mi sono 
fatto della pianta osservandone il comportamento in natura per 
oltre venticinque anni. L’ho osservata nei campi e nei luoghi 
erbosi sulle colline a nord di Firenze […] nella zona del locus 
classicus ove la videro per la prima volta il Webb e poi il 
Parlatore circa un secolo addietro; sempre ne ho constatata la 
grande fertilità, e questo carattere si è conservato anche in coltura 
nell’Orto Botanico di Pisa dove l’ho introdotta” 
 
e poi aggiungeva riguardo all’aspetto cariologico: 
 
“La rivendicazione del diritto di cittadinanza della Bellevalia 
webbiana come specie autonoma della flora italiana è pienamente 
appoggiata dalle ricerche cariologiche, le quali hanno riserbato una 
sorpresa: Bellevalia webbiana non possiede il numero 2n = 8, quale 
fu riportato dapprima dal DE MOL nel 1921, e che fu citato dagli 
autori successivi, e fu poi osservato nuovamente dal LEVAN nel 
1944 su piante dell’Orto Botanico di Lund: possiede invece il 
numero 2n = 16; è quindi una specie tetraploide rispetto al numero 
di base del genere che è x = 4. 
Ho esaminato gli apici radicali di numerose piante portate in 
coltura dal luogo classico, e pertanto l’unica spiegazione dei dati e 
delle figure del De Mol e del Levan è quella che essi abbiano 
esaminato esemplari viventi in Orti Botanici sotto nome sbagliato, 
come spesso succede! […] Si esclude per la Bellevalia webbiana 
qualsiasi ragione che permetta di supporne un’origine ibrida nel 
senso concepito dai botanici fiorentini gravitanti attorno al 
cenacolo carueliano, e specialmente si esclude che essa possa 
essere un ibrido fra B. romana con 2n = 8 cromosomi e Muscari 
comosum con 2n = 18 cromosomi costituenti tutt’altro cariotipo”. 
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1.5. Bellevalia webbiana: autopoliploidia o allopoliploidia? 
 
Dal materiale cariologico prodotto, CHIARUGI (1949) ipotizzò un’origine 
autopoliploide per B. webbiana, a partire dall’entità centro – mediterranea B. dubia 
s.l. (attualmente tali individui sarebbero da considerare appartenenti a B. boissieri). 
Le considerazioni dell’autore si basavano su affinità morfologiche e cariologiche e su 
aspetti concernenti la distribuzione geografica. Per quanto riguarda la morfologia, B. 
webbiana presenterebbe un aumento, rispetto a B. dubia s.l., dello sviluppo somatico 
della pianta e dei suoi organi, tipico del poliploidismo. Le affinità cariologiche 
rilevate sono, ad esempio, la presenza per entrambe di un satellite sul braccio lungo 
del cromosoma metacentrico e cromosomi submetacentrici forniti di satellite 
leggermente più lunghi dei cromosomi submetacentrici senza satelliti. In realtà la 
presenza di satelliti è stata osservata su entrambi i cromosomi submetacentrici di B. 
dubia subsp. boissieri (BAREKA et al., 2008; 2012).  
Su base geografica, B. webbiana appare come una specie satellite (areale compatto e 
ristretto), segregata al margine settentrionale dell’areale di B. dubia s.l., 
analogamente alle specie B. lipskyi, B. clusiana e B. tauri, per quanto riguarda il 
versante orientale, altrettanto affini a B. dubia s.l. e con areali compatti e ristretti. 
Successivi studi hanno però messo in dubbio l'ipotesi di autopoliploidia da B. dubia 
s.l. sostenuta da CHIARUGI (1949). 
MAGGINI (1972) conferma la natura poliploide della specie ma esclude la 
possibilità di autopoliploidia, in quanto B. dubia s.l. mostra 6 nucleoli mentre B. 
webbiana ne presenta 9-10 e non 12, come ci si potrebbe aspettare. 
CAPINERI et al. (1979), studiando il comportamento dei cromosomi di B. webbiana 
alla meiosi, notarono che in nessuna delle piastre metafasiche analizzate si era 
riscontrata la presenza di tetravalenti durante la meiosi; si trattava di meiosi 
assolutamente regolari con formazioni di otto coppie di bivalenti. Questo 
comportamento da diploide alla meiosi mette in dubbio l’origine autopoliploide, 
mentre rappresenta un buon indizio per un’origine allopoliploide. 
Nell’ultimo decennio sono state proposte alcune ipotesi, nell’ambito di un’origine 
allopoliploide, riguardanti le possibili specie parentali coinvolte: a) origine ibrida tra 
B. dubia s.l. e B. romana, sulla base del numero di nucleoli, rispettivamente 6 e 4 
(RUBINI, 2003); b) origine ibrida da B. trifoliata, recentemente rinvenuta in Toscana 
(GARBARI et al., 2000; BETTI et al., 2004), e B. romana, sulla base della loro 
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copresenza nei siti toscani (colline a nord di Firenze) dove B. webbiana è 
storicamente conosciuta (GESTRI et al., 2010). 
La mancanza di studi che mirassero a fornire una ricostruzione dei rapporti 
filogenetici tra le specie italiane del genere Bellevalia, che non fosse basata 
unicamente sulla trattazione di caratteri morfologici o cariologici, ha rallentato di 
molto il percorso verso una maggiore comprensione della questione. 
Un lavoro in corso di pubblicazione, compiuto da BORZATTI VON 
LOEWENSTERN et al. (2012) ha parzialmente riempito questa lacuna e rappresenta 
attualmente l’unica trattazione filogenetica su base molecolare disponibile per il 
genere; si tratta di un’analisi basata sul marcatore nucleare ITS (ITS1 ed ITS2), 
facente parte della regione del DNA che codifica per l’RNA ribosomiale, affiancata 
ad indagini morfologiche e cariologiche molto approfondite, compiute sui 7 taxa 
italiani. 
I risultati si sono rivelati interessanti per svariati aspetti, tra cui: 1) il genere appare 
monofiletico 2) B. boissieri merita il rango specifico dato che essa non si riunisce in 
un clado unico con B. dubia, che quindi risulta specie endemica della Sicilia 3) viene 
fatta luce sulle relazioni delle specie tetraploidi con le altre specie. 
B. webbiana risulta strettamente affine su base morfologica, cariologica e molecolare 
a B. boissieri e a B. trifoliata, ma anche a B. ciliata (Figura 4), mentre B. romana 
risulta nettamente differenziata. Inoltre, i dati molecolari supportano ulteriormente 
un’origine allopoliploide, vista la presenza di molteplici siti informativi condivisi e 
di additività nucleotidica in alcuni di questi siti (Figura 3). 
Il fenomeno dell’additività nucleotidica consiste nella rilevazione, durante il 
sequenziamento, di due nucleotidi diversi in un sito (due picchi 
nell’elettroferogramma corrispondente), non come testimonianza di un polimorfismo, 
ma più probabilmente di un evento di ibridazione tra due entità: ciascun nucleotide 
corrisponde a quello riscontrabile nella stessa posizione nelle sequenze delle entità 
che si ibridano. In sostanza se in un genoma ibrido (o allopoliploide) vengono 
mantenute entrambe le copie di un marcatore, derivanti dai due genomi parentali, e 
se in un certo sito tali copie differiscono, il sequenziatore rileva la presenza di 
entrambi i nucleotidi. 
Un altro dato da prendere in considerazione è la posizione interspersa delle 4 
sequenze ottenuta da individui della stessa popolazione di B. webbiana (locus 
classicus presso Pratolino) all’interno del proprio clado, composto anche da B. 
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boissieri, B. trifoliata e B. ciliata. Ciò può essere interpretato come segno, forse, di 
una disomogeneità dei genomi, probabilmente significativa di una speciazione 
relativamente recente. 
 
Posizione 0 0 0 0 0 0 0 1 2 2 2 2 2 3 3 4 4 5 5 5 5 5 5 
  1 2 4 4 4 5 7 5 2 2 4 6 6 0 6 1 7 1 1 1 2 3 5 
  4 3 3 5 6 8 5 6 6 8 1 2 5 2 3 8 2 3 6 7 1 2 1 
B. boissieri 
  C C T G C G G C C C C G C C G T G C A – T C - 
  C C T G C G G C C C C G C C G T G C A – T C - 
  C C T G C G G C C C C G C C G T G C A – T C - 
B. webbiana 
  C C T G C S G C C C Y G C C G T S – C A T C - 
  C C G – C G G T Y S T A C C S T G – C A T C - 
  C C G – C G C T C T C A M Y G C A – C A C T C 
  C – G – C S C T C T Y A M Y G C A – C C C T C 
B. trifoliata 
  A C S - - G C T C C C G C C G C G C A – C T A 
B. ciliata 
  T - G – G C G S T T T A M Y S C S – C A C C A 
 
Figura 3. Siti informativi di analisi di parsimonia dell’ITS di Bellevalia boissieri, B. trifoliata, B. ciliata e B. 
webbiana. I nucleotidi in violetto corrispondono a B. boissieri, in verde a B. trifoliata, in rosso a B. ciliata, in 
giallo sono indicati i nucleotidi che mostrano additività. Siti multipli: K = G e T, M = A e C, R = A e C, S = G e C, 
W = A e T, Y = C e T (da BORZATTI VON LOEWENSTERN et al., 2012). 
 
 
1.6. L’origine del giacinto di Webb: una proposta di risoluzione del problema 
 
Per poter avere un quadro più esauriente e stimolante della problematica riguardante 
l’origine di Bellevalia webbiana, è importante usufruire di una trattazione molecolare 
che sfrutti il confronto tra le filogenesi prodotte da marcatori ad ereditarietà 
biparentale, come quelli nucleari, e quelle prodotte da marcatori ad ereditarietà 
uniparentale, come quelli plastidiali, per valutarne le incongruenze, particolarmente 
informative se trattiamo entità ibride o allopoliploidi. 
I genomi degli allopoliploidi sono un retaggio della fusione dei genomi delle specie 
parentali. Questo può determinare la presenza nel DNA nucleare di copie multiple di 
geni ed altre regioni non codificanti, che rappresentano un problema per la 
trattazione molecolare filogenetica, anche perché non è conosciuto a priori il destino 
di ciascuna copia. Difatti, meccanismi come il crossing over diseguale e la 
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conversione genica sembrano intervenire in maniera decisiva e spesso repentina nel 
modellamento dei genomi, determinando fenomeni di evoluzione concertata 
(WENDEL, 2000). Solo nei genomi definiti bilanciati si avrà equilibrio tra i numeri 
di copie ereditate da ciascun genitore, ma l’intervento dei fenomeni di 
rimodellamento possono alterare questo equilibrio, favorendo alcune copie rispetto 
ad altre e portando ad una omogeneizzazione delle sequenze e perdita di 
informazione filogenetica, causando così ricostruzioni filogenetiche errate (o meglio, 
solo parzialmente informative). L’uso di più marcatori nucleari 
contemporaneamente, possibilmente a singola copia, e di marcatori plastidiali, che 
sono ad eredità uniparentale, può rappresentare una delle strategie per ovviare a tali 
disagi o almeno per l’individuazione di possibili meccanismi di evoluzione reticolata 
(WENDEL et al., 1995; SANG et al., 1995, 1997; LINDER & RIESEBERG, 2004). 
Uno degli scopi di questo lavoro è quindi produrre una ricostruzione filogenetica 
delle specie italiane basata su marcatori plastidiali, come l’IGS trnL-trnF, da 
affiancare a quella già esistente con marcatore nucleare (regione ITS). Una 
ricostruzione filogenetica robusta e affidabile può fare luce sull’origine del giacinto 
di Webb e può indirizzare le indagini verso l'individuazione delle specie parentali 
eventualmente coinvolte in caso di allopoliploidia. 
 
La poliploidia rappresenta ormai un ben documentato esempio di modificazione dei 
genomi, che avviene a livello dei cromosomi. Si è visto quanto questo fenomeno sia 
estremamente diffuso nelle piante e quanto sia stato importante per determinare 
l’evoluzione di molti taxa, di vario rango. 
L’uso di tecniche di citogenetica classica e molecolare si è rivelato un potente 
strumento di analisi delle modificazioni cromosomiche, compresa la poliploidia. Ad 
esempio, un recente studio riguardante le specie greche di Bellevalia si è avvalso di 
tali tecniche, in particolare della tecnica FISH applicata alle regioni di rDNA presenti 
sui cromosomi, per studi comparativi sui cariotipi dei vari taxa e indagini sull’origine 
di specie e popolazioni poliploidi (BAREKA et al., 2012). 
Uno strumento altrettanto potente e simile alla tecnica FISH è la tecnica GISH 
(Genomic In Situ Hybridization), molto usato per analisi di entità ibride o 
allopoliploidi in vari taxa vegetali (SCHWARZACHER et al., 1989; RAINA & 
RANI, 2001; KATO et al., 2005; MARASEK et al., 2006; LIM et al., 2007). 
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Se si vuole testare la natura ibrida di un taxon, si procede con la preparazione su 
vetrino di piastre metafasiche dell’entità in questione a cui si aggiungono le sonde 
genomiche delle presunte specie parentali. I pattern di ibridazione tra le sonde e il 
DNA cromosomico delle piastre vengono analizzati tramite un microscopio a 
fluorescenza dotato di filtri opportuni, che sono in grado di identificare i segnali di 
ibridazione inviati dalle sonde marcate con dei fluorofori. 
La tecnica si basa sulla presenza di sequenze specifiche di DNA ripetitivo sparse 
lungo tutto il genoma di una specie (KATO et al., 2005); queste sequenze 
rappresentano una componente consistente nei genomi vegetali e molte classi di tali 
ripetizione vengono condivise tra specie strettamente affini, avendole ereditate da un 
ancestore comune. Negli ibridi o negli allopoliploidi, due o più genomi ereditati da 
altre specie, con un loro peculiare repertorio di ripetizione, sono fusi insieme in uno 
stesso genoma. 
Sonde diverse si ibrideranno con regioni del DNA ibrido o allopoliploide a loro 
omologhe (anche con interi cromosomi), discriminando così le regioni (o i 
cromosomi) ereditati da una specie e quelle ereditate da un’altra specie. 
Condizioni necessarie per l’uso di genomi parentali come sonde sono: a) le 
ripetizioni di ciascuna specie parentale devono essere sufficientemente diverse tra di 
loro prima dell’evento di ibridazione, in modo da poter essere discriminate dalle 
sonde (i segnali non devono sovrapporsi), e b) l’evento originario di ibridazione deve 
essere avvenuto in tempi relativamente recenti, in modo da non avere un accumulo di 
mutazioni a partire dall’evento originario che mascherino i segnali (le sequenze 
ripetitive delle specie parentali non sono conservate) (SCHWARZACHER et al., 
1989; RAINA & RANI, 2001; MARKOVA & VYSCOT, 2009). 
Quando le specie parentali o presunte tali sono particolarmente affini tra di loro e con 
la specie ibrida o allopoliploide, le sonde hanno meno capacità di distinzione, per cui 
si rende utile l’uso di un DNA blocking (o competitor), ovvero una sequenza di DNA 
che prevenga l’ibridazione aspecifica delle sonde con il DNA cromosomico e che 
permetta alle sonde di ibridarsi solo con regioni di DNA pienamente omologhe 
(RAINA & RANI, 2001; MUKAI et al., 2003). A questo scopo possono essere usati 
DNA competitor generici come il Salmon Sperm o usare DNA genomici non marcati, 
ed in quantità superiore ai DNA genomici marcati (10 o 100 volte), provenienti da 
specie affini al DNA ibrido da testare, ad esempio, da una delle presunte specie 
parentali (SANCHEZ-MORAN et al., 1999; RAINA & RANI, 2001; HAN et al., 
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2003; KATO et al., 2005). Se due o più sonde delle presunte specie parentali 
vengono usate contemporaneamente, il DNA blocking può risultare superfluo, in 
quanto le sonde dovrebbero impedire reciprocamente l’ibridazione aspecifica 
(MARKOVA et al., 2007). Se le sonde però appartengono a specie molto affini con 
repertorio di ripetizioni simile e non viene usato un DNA competitor, si rischia di 
ottenere una sovrapposizione dei segnali di ibridazione. 
La tecnica GISH quindi rappresenta uno strumento potenzialmente molto utile da 
applicare al caso di B. webbiana, un’entità probabilmente allopoliploide e con buona 
probabilità di origine relativamente recente.  
 
 
 
Figura 4. Albero di massima parsimonia (MP) ottenuto da ricerca euristica sulla regione ITS. Singolo 
albero più parsimonioso lungo 599 step (CI = 0,7563). Tutti i caratteri sono stati considerati non ordinati 
(Fitch parsimony). Percentuali di Bootstrap (>50%) sono indicate sopra i rami (da BORZATTI VON 
LOEWENSTERN et al., 2012). 
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2. MATERIALI E METODI 
 
 
Sia le indagini molecolari sia quelle citogenetiche sono state condotte su materiale 
proveniente da piante coltivate presso l’Orto Botanico di Pisa, eccezion fatta per il 
DNA genomico di B. pelagica reso gentilmente disponibile dal Dott. Tommaso 
Giordani (Università di Pisa), estratto da campioni provenienti dal locus classicus 
della specie (Isolotto di Lampione, Isole Pelagie) ed a suo tempo inviato dal Prof. 
Gianpietro Giusso del Galdo (Università di Catania) 
Le attività di ricerca relative alle indagini FISH/GISH sono state svolte durante un 
soggiorno di 3 settimane presso i Laboratori di Citogenomica Vegetale della 
Masarikova Univerzita (Brno, Czech Republic), sotto la supervisione di Martin 
Lysak e Terezie Mandáková. 
 
 
2.1. Analisi filogenetica con marcatore plastidiale 
 
Il marcatore plastidiale utilizzato in questo lavoro è lo spaziatore intergenico, quindi 
non codificante, trnL-trnF, situato nella grande regione a singola copia (LSC) del 
genoma plastidiale, compreso tra il gene che codifica per il tRNA della leucina e per 
quello che codifica il tRNA della fenilalanina (Figura 5). 
Per l’analisi dei marcatori molecolari plastidiali è stato estratto il DNA genomico di 
9 individui in rappresentanza di tutti e 7 i taxa ospitati in Italia (Tabella 1); 
l’estrazione è stata effettuata mediante il REDExtract-N-Amp Plant PCR Kit (Sigma 
Aldrich) su foglie conservate in Silicagel. 
Il DNA estratto è stato poi amplificato tramite PCR, utilizzando i reagenti della 
Tabella 2 con le quantità indicate; i valori di temperatura, durata ed il numero di cicli 
per ciascuna fase della PCR sono stati i seguenti: 
 Denaturazione: 94°C, 3 minuti, 1 ciclo 
 Denaturazione: 94°C, 1 minuto 
 Annealing: 58°C, 1 minuto                       35 cicli 
 Elongation: 72°C, 30 secondi 
 Final Elongation: 72°C, 10 minuti, 1 ciclo 
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I prodotti di PCR sono stati quindi purificati tramite il kit NucleoSpin® Gel and PCR 
Clean-up (Machery-Nagel) e direttamente sequenziati presso i laboratori della BMR 
Genomics di Padova, usando uno solo dei primers utilizzati per l’amplificazione; le 
sequenze dei primers sono riportate nella Tabella 3. 
Le sequenze sono state allineate con l’aiuto del software ClustalW (THOMPSON et 
al., 1994) e poi allineate a occhio alle sequenze dei taxa costituenti l’outgroup, 
ottenute da NCBI (National Center for Biotechnology Information) GenBank ed 
elencate nella Tabella 1. 
 
Specie Origine 
Numero di accessione 
Orto Botanico Pisa o 
EMBL/NCBI 
B. webbiana Italia, Toscana, Pratolino (locus classicus) 1998/0296 c1621 
B. boissieri Italia, Calabria, Tarsia(Cosenza) 2002/144-2 
B. trifoliata Italia, Toscana, San Pancrazio (Lucca) 1999/324-5 
B. ciliata Italia, Emilia, Valle Grande (Bologna) 2009/189 
B. dubia 1 Italia, Sicilia, Favignana 1987/056-1 
B. dubia 2 Italia, Sicilia, Niscemi (Ragusa) 2006/549 
B. romana 1 Italia, Sicilia, Piana degli Albanesi (Palermo 2002/169-2 
B. romana 2 Italia, Sicilia, Misilmeri (Palermo) 2002/170-1 
B. pelagica Italia, Sicilia, Lampione (locus classicus) CAT 
B. trifoliata* Grecia, Rodi, Faliraki AJ232671 
B. aff. brevipedicellata 
Turrill* 
Grecia, Creta, Ep. Selinou, Gavdos AJ232670 
Chouardia litardierei 
(Bresistr.) Speta* 
Croazia, Dalmazia AJ232664 
Muscari botryoides (L.) 
Mill* 
Austria, Hasenufer AJ232668 
Muscari comosum (L.) 
Mill* 
Italia AJ232669 
Muscari macrocarpum 
Sweet* 
Turchia, Konya AJ232667 
Nectaroscilla 
hyacinthoides (L.) 
Parl.* 
Portogallo, Sierra da Amabina AJ232665 
Schnarfia messeniaca 
(Boissier) Speta* 
Grecia, Kalamata, Monte Velalidis AJ508004 
Tabella 1. Accessioni di Bellevalia e di specie outgroup usate per analisi con trnL-trnF; le 
sequenze prese da NCBI GenBank sono contrassegnate dall’asterisco, gli outgroup in rosso. 
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Reagenti Quantità (μl) 
DNA estratto 4 
Primer fwd 0,4 
Primer rev 0,4 
Red Mix 10 
H2O 5,2 
Totale 20 
Tabella 2. Reagenti PCR e rispettive quantità. 
 
Gli alberi filogenetici sono stati costruiti grazie ai software PAUP beta 10 Win 
(SWOFFORD, 2002) e TCS 1.21 (CLEMENT , POSADA & CRANDALL, 2000). 
Con PAUP è stato realizzato un albero di massima parsimonia (MP), sfruttando la 
ricerca euristica con 100 step automaticamente aggiunti alla fine di ogni ricerca. Tutti 
i caratteri sono stati considerati indipendenti, non ordinati e di ugual peso. Dagli 
alberi più parsimoniosi calcolati è stato ricavato un albero di consenso ed è stata fatta 
un’analisi di bootstrap con 10000 pseudorepliche per valutare statisticamente la 
stabilità dei nodi (FELSENSTEIN, 1985). 
Con TCS è stato prodotto un haplotype network con limiti di connessione calcolati al 
95%. 
 
Primers Sequenza 
Forward 5’-AAAATCGTGAGGGTTCAAGTC-3’ 
Reverse 5’-GATTTGAACTGGTGACACGAG-3’ 
Tabella 3. Sequenze dei primers per il marcatore trnL-trnF. 
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Figura 5. Organizzazione del genoma plastidiale; posizione della regione trnL-trnF. Da 
pagina web http://www.ruhr-uni-bochum.de/pcp/JSchweer.html, modificato. 
 
 
2.2. Il metodo GISH (Genomic In Situ Hybridization) 
 
La scelta delle presunte specie parentali da usare nell’esperimento è stata fatta alla 
luce dei dati presenti in letteratura e dei risultati molecolari già disponibili per la 
regione ITS, oltre che dei risultati ottenuti dall’analisi plastidiale. 
La metodologia di applicazione della tecnica GISH descritta corrisponde a quella 
messa a punto da LYSAK e MANDÁKOVÁ (2012) per il Chromosome Painting 
con uso di BAC, modificata per l’uso di sonde di DNA genomico. I DNA per la 
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costruzione delle sonde per il 45S ed il 5S, appartenenti ad Arabidopsis thaliana, 
sono stati gentilmente forniti dal laboratorio ospitante. 
 
L’estrazione del DNA genomico da usare per la costruzione delle sonde è stata 
eseguita secondo il metodo modificato di SAGHAI–MAROOF et al. (1984), a partire 
da foglie (circa 50 mg) conservate in Silicagel ed omogeneizzate in azoto liquido con 
un pestello e in 500 μl di buffer di lisi a base di CTAB, per 30 minuti a 60°C con 
mescolamento occasionale. Dopo è stato aggiunto un ugual volume di mix 
cloroformio – ottanolo (24:1) e centrifugato il campione a 10000 x g per 5 minuti a 
25°C. Il supernatante è stato trasferito in una eppendorf e precipitato con 0,6 volumi 
di isopropanolo a 25°C per 10 minuti. Il precipitato è stato centrifugato a 10000 x g 
per 5 minuti a 25°C e lavato con acetato di ammonio 10 mM a pH 7,4 in etanolo al 
70% (2 volte per 30 minuti ed una volta per 10 minuti), centrifugato ancora e lasciato 
seccare in un essiccatore per 5 minuti. Il DNA precipitato è stato sospeso in 300 μl di 
Buffer TE (Tris-HCl 10 mM, pH 8, EDTA 1 mM) e sono stati aggiunti 4 μl di RNAsi 
A (stock da 10 mg/ml), per poi incubare a 37°C per 15 minuti. Sono stati aggiunti poi 
4 μl di Proteasi (stock da 10 mg/ml) e posto il campione su termomixer a 300 rpm a 
50°C per 2 ore. Alla soluzione di DNA sono stati aggiunti 300 μl di fenolo-
cloroformio-isoamilalcool (25:24:1), poi è stata centrifugata per 2 minuti in 
microcentrifuga. Il supernatante è stato trasferito in una nuova provetta e acidificato 
con aggiunte di 10 μl di acetato di sodio 3M (pH 5,2) e precipitato con 2,5 volumi di 
etanolo freddo (-20°C), centrifugato a 10000 x g per 10 minuti. Il pellet è stato 
immerso in etanolo al 70%, centrifugato a 10000 x g a 4°C per 2 minuti, incubato a 
37°C per 1 ora per essiccarlo e sospeso in 20 μl di Buffer TE. Le concentrazioni e la 
purezza sono state controllate, tramite assorbanza, con uno spettrofotometro di 
massa. 
 
 
Raccolta degli apici 
 
1. Gli apici radicali sono stati raccolti da piante coltivate in serra presso i 
Laboratori di Citogenomica Vegetale della Masarikova Univerzita di Brno, a 
partire da bulbi di individui coltivati presso l’Orto Botanico di Pisa. 
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2. Gli apici sono stati messi in fissativo di Carnoy (etanolo : acido acetico 
glaciale, 3:1) e per la conservazione a lungo termine trasferiti in etanolo al 
70%. 
 
 
Preparazione dei cromosomi 
 
1. Gli apici da utilizzare sono stati trasferiti in acqua distillata per 10 minuti e 
poi in 1x Buffer Citrato (10x Buffer: 40 ml acido citrico 100 mM e 60 ml 
citrato trisodico 100 mM, pH 4,8) per 2 lavaggi di 5 minuti ciascuno. 
 
2. Il materiale è stato quindi incubato in 1 ml di soluzione enzimatica (700 μl di 
Buffer Citrato e 300 μl di enzima da stock) di enzimi pectolitici (0,3% 
pectoliasi, 0,3% cellulasi, 0,3% citoelicasi in 1x Buffer Citrato) in una scatola 
umida a 37°C per 1 ora. 
 
3. L’enzima è stato sostituito con 1x Buffer Citrato (o acqua distillata se gli apici 
vengono usati subito) e il materiale conservato a 4°C fino all’uso. 
 
4. Gli apici sono stati posti su vetrini portaoggetti con l’aggiunta di 20 μl di 
acido acetico al 60% e dissezionati con un ago o una lancetta fino ad ottenere 
una sospensione fine. Dopo aver coperto col coprioggetti, il vetrino è stato 
passato su una fiamma e, previa una forte pressione manuale, è stato immerso 
in azoto liquido. Liberato dal coprioggetti con una lametta, il vetrino è stato 
messo in una Coplin contenente fissativo di Carnoy e poi asciugato all’aria. 
 
 
Pretrattamento alla preparazione 
 
1. I vetrini sono stati lavati 2 volte in 2x SSC (citrato di sodio salino) contenuto 
in una Coplin, per 5 minuti ciascuna, in agitazione. 
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2. Sono stati aggiunti 100 μl di soluzione di RNAsi e sono stati coperti con 
coprioggetti 24x50 mm, quindi incubati in una scatola umida a 37°C per 1 
ora. 
 
3. Liberati dai coprioggetti i vetrini sono stati lavati come descritto allo step 1. 
 
4. Per rimuovere il citoplasma i vetrini sono stati trattati con pepsina (50 μl in 
50 ml di HCl) in Coplin messe in una bagno di acqua a 37°C per 5 minuti e 
poi lavati come allo step 1. 
 
5. I vetrini sono stati poi posti in una Coplin con 4% di formaldeide in 2x SSC 
per 10 minuti, sotto cappa, e poi lavati come allo step 1. 
 
6. I vetrini sono stati deidratati in una serie etanolica (etanolo al 60%, 70%, 90% 
per 3 minuti per ciascuna percentuale) e lasciati asciugare all’aria. 
 
 
Marcatura delle sonde tramite Nick Translation 
 
1. In una provetta per centrifuga da 0,5 ml sono stati combinati: 1 μg di DNA, 5 
μl di 10x Buffer NT (Tris-HCl 500 mM pH 7,5, MgCl2 50mM, 0,05% BSA), 
5 μl di nucleotidi, 4 μl di dUTP – biotina/digossigenina/Cy3, 5 μl di β-
mercaptoetanolo 0,1 M, 1 μl di DNAsi I ed 1 μl di DNA polimerasi I. Il 
campione è stato brevemente microcentrifugato. 
 
2. I reagenti sono stati incubati a 15°C per 60 minuti e trasferiti in ghiaccio; 5 μl 
di volume sono stati caricati su gel di agarosio all’1% insieme al marker 
ladder di DNA 100bp ed eseguita l’elettroforesi coi seguenti settaggi: 120V 
per 35 minuti. 
 
3. Verificato che gli strisci elettroforetici fossero compresi tra 200bp e 500bp, si 
è fermato la Nick Translation aggiungendo 1 μl di 0,5M di EDTA e 
riscaldando il campione a 60°C per 10 minuti. I campioni sono stati 
conservati a -20°C fino all’uso. 
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Preparazione delle sonde ed ibridazione in situ 
 
1. Sono state eseguite due sessioni sperimentali diverse: 
1. Sono stati utilizzati 2 vetrini già preparati, ciascuno ibridato con una 
soluzione di ibridazione diversa come schematizzato nella Tabella 4a. 
Per un vetrino è stata utilizzata unicamente la sonda di B. ciliata coniugata 
con la biotina e sonde per il 45S rDNA (coniugata con il fluorocromo Cy3) e 
per il 5S rDNA (coniugata con digossigenina) ricavate da Arabidopsis 
thaliana, nell’altro sono state utilizzate contemporaneamente le sonde di B. 
trifoliata, coniugata con biotina, di B. boissieri, coniugata con digossigenina, 
e per il 45S, coniugata con fluorocromo Cy3. 
Nel vetrino contenente solo la sonda di B. ciliata è stato usato un DNA 
Blocking, costituito da Salmon Sperm, nell’altro vetrino si è scelto di non 
usarlo, essendo presenti 2 sonde genomiche. 
 
2. Anche in questo caso sono stati utilizzati 2 vetrini da ibridare con soluzioni 
diverse, ciascuna contenente una singola sonda genomica e le sonde per il 
45S e il 5S (quindi sono state testate solo 2 specie), come descritto nella 
Tabella 4b. 
 
2. Per ridurre il volume della sonda e rimuovere i nucleotidi in eccesso, il DNA è 
stato precipitato tramite l’aggiunta di 0,1 volumi di acetato di sodio 3 M e 2,5 
volumi di etanolo glaciale al 96%. Dopo un passaggio col Vortex, i campioni 
sono stati messi in ghiaccio per 60 minuti. 
 
3. Si è centrifugato i campioni a 13000 x g a 4°C per 30 minuti. 
 
4. Dopo aver rimosso il supernatante, sono stati aggiunti 500 μl di etanolo al 70% e 
centrifugato ancora per 5 minuti con i settaggi precedenti. 
 
5. Una volta rimosso il supernatante, il pellet è stato essiccato in un essiccatore, poi 
sospeso in 20 μl di Buffer di Ibridazione (10 μl di Formammide e 10 μl di Solfato 
di destrano in 2x SSC) e incubato a 37°C in un termomixer per 1 ora. 
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6. Le sonde sono state preliminarmente denaturate mettendo i campioni a 99°C per 
10 minuti e poi in ghiaccio per 2 minuti. 
 
7. Sono stati messi per ciascun campione contenente le sonde 20 μl su vetrino, 
coperto poi con un coprioggetti e sigillato con rubber cement sui bordi. 
 
8. A questo punto i vetrini sono stati messi in condizioni denaturanti, per denaturare 
sia il DNA cromosomico sia il DNA delle sonde, a 80°C per 2 minuti. 
 
9. Infine i vetrini sono stati incubati a 37°C overnight in una scatola umida. 
 
10. Dopo aver rimosso il rubber cement con una lametta e il coprioggetti, i vetrini 
sono stati sottoposti ad una serie di lavaggi eseguiti a 42°C in Coplin poste in un 
bagno d’acqua in agitazione; questa la sequenza dei lavaggi: 
 In 2x SSC per 2 minuti 
 In Formammide 20%, per 3 volte 5 minuti ciascuna 
 In 2x SSC per 2 minuti 
 In Buffer 4T (4x SSC pH 7, 0,05% Tween-20) per 5 minuti. I vetrini sono 
stati quindi incubati con 100 μl di Soluzione Blocking (5% BSA, 0,2% 
Tween-20 in 4x SSC), ricoperti con un coprioggetti 24x50 mm, a 37°C in 
scatola umida per 30 minuti. 
 
11. Dopo averli lavati in Buffer 4T per 2 volte, 5 minuti ciascuna, i vetrini sono stati 
incubati con 100 μl di avidina coniugata a Texas Red in Buffer TNB (Tris-HCl 
100 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, 0,5% reagente blocking), a 37°C per 30 minuti 
in scatola umida. 
 
12. Dopo averli lavati in Buffer TNT (Tris-HCl 100 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, 
0,05% Tween-20) 2 volte per 5 minuti l’una, i vetrini sono stati incubati con 100 
μl di un mix di anti-avidina coniugata con biotina (1:200, cioè 0,5 μl per vetrino) 
e mouse anti-digossigenina (1:250, cioè 0,4 μl per vetrino) in Buffer TNB, a 37°C 
per 30 minuti in scatola umida. 
 
13. Dopo averli lavati in Buffer 4T per 2 volte, 5 minuti ciascuna, i vetrini sono stati 
incubati con 100 μl di un mix di avidina coniugata a Texas Red (1:1000, cioè 0,1 
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μl per vetrino) e con goat antimouse coniugato a Alexa Fluor® 488 (1:200, cioè 
0,5 μl) in Buffer TNB, a 37°C per 30 minuti in scatola umida. 
 
14. Dopo averli lavati in Buffer 4T per 2 volte, 5 minuti l’una, i vetrini sono stati 
deidratati in serie etanolica (etanolo 60%, 70%, 90%, 3 minuti ciascuna) e lasciati 
asciugare all’aria. 
 
15. Sono stati applicati quindi 15 μl di Vectashied (antifade) con DAPI a ogni 
vetrino, coperti poi con un coprioggetti 24x32 mm. 
 
16. I vetrini sono stati infine osservati al microscopio a fluorescenza fornito di 
appropriati filtri ottici, fotocamera CCD ed un software per l’acquisizione di 
immagini. 
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REAGENTI QUANTITA’ 
PROTOCOLLO 1  
gDNA B. ciliata~BIO 5 μl 
45S~Cy3 3 μl 
5S~DIG 5 μl 
Salmon Sperm 10 μg 
Na Acetato 3,8 μl 
EtOH 96% glaciale 104,5 μl 
  
PROTOCOLLO 2  
gDNA B. trifoliata~BIO 5 μl 
gDNA B. boissieri~DIG 5 μl 
45S~Cy3 3 μl 
Na Acetato 13 μl 
EtOH 96% glaciale 35,75 μl 
Tabella 4a. Ibridazione in situ: reagenti e rispettive quantità 
 
REAGENTI QUANTITA’ 
PROTOCOLLO 3  
gDNA B. boissieri~DIG 5 μl 
45S~Cy3 3 μl 
5S~BIO 5 μl 
Salmon Sperm 10 μg 
Na Acetato 3,8 μl 
EtOH 96% glaciale 104,5 μl 
  
PROTOCOLLO 4  
gDNA B. trifoliata~BIO 5 μl 
5S~DIG 5 μl 
45S~Cy3 3 μl 
Salmon Sperm 10 μg 
Na Acetato 3,8 μl 
EtOH 96% glaciale 104,5 μl 
Tabella 4b. Ibridazione in situ: reagenti e rispettive quantità 
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3. RISULTATI 
 
 
3.1. Indagini di sistematica molecolare 
 
Data la procedura sperimentale adottata, le sequenze ricavate dall’analisi dell’IGS 
trnL-trnF di 4 accessioni sono mancanti al 5’ di alcune basi, se confrontate con  le 
sequenze depositate in NCBI GenBank appartenenti al genere Bellevalia (B. 
trifoliata) e ad altri generi affini. Il numero dei nucleotidi mancanti varia da 1 a 13 e 
in 5 accessioni su 9 la zona dei primi 13 nucleotidi del marcatore non è ben risolta, 
con molte posizioni contrassegnate da N (possibilità di avere tutti i nucleotidi). Si è 
deciso pertanto di considerare nella matrice dei caratteri, le posizioni a partire dalla 
quattordicesima a valle rispetto al nucleotide di partenza delle sequenze depositate in 
NCBI GenBank. Per il resto dei caratteri la maggior parte delle sequenze risulta 
lunga 347 bp, mentre le sequenze appartenenti a B. romana risultano lunghe 351 bp, 
data la presenza di una zona di 4 nucleotidi corrispondenti ad altrettante indel per le 
altre accessioni, e a B. pelagica, che presenta un nucleotide in meno rispetto alla 
maggior parte delle specie, cioè 346 bp. Le sequenze di B. webbiana, B, boissieri, B. 
ciliata, B. dubia, prodotte in questa tesi, sono identiche tra loro e con quella di B. aff. 
brevipedicellata scaricata da NCBI GenBank. 
I numeri di siti variabili sono 15. Le sequenze di B. romana presentano 6 siti con un 
nucleotide non condiviso con le altre specie, oltre ai 4 nucleotidi in più. La sequenza 
italiana di B. trifoliata presenta 3 siti che si distinguono dal resto delle sequenze ed in 
un sito si differenzia da B. trifoliata preveniente dalla Grecia. La sequenza di B. 
pelagica presenta un solo nucleotide non condiviso con il resto delle specie, oltre al 
sito in meno già menzionato. 
 
 
3.2. Indagini citogenetiche 
 
Il cariotipo riscontrato nelle piastre conferma il numero cromosomico di 2n = 16 
(Figura 9) e l’organizzazione del corredo corrisponde a quella descritta per il genere 
Bellevalia, cioè un set di cromosomi metacentrici più lunghi, un set di cromosomi 
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acrocentrici, due set di cromosomi submetacentrici, purtroppo non ben distinguibili a 
causa della difficoltà di individuazione dei satelliti. 
 
L’esame delle fotografie fatte al microscopio a fluorescenza dei vetrini di B. 
webbiana, a cui è stata applicata la tecnica GISH, rivela per tutte le piastre ottenute 
un’ibridazione diffusa delle sonde lungo tutto il genoma della specie (Figure 10 e 
12): tutte le sonde appartenenti alle tre supposte specie parentali mostrano tale 
pattern e se confrontati contemporaneamente, tramite l’uso di un software per 
l’elaborazione dell’immagine, i segnali mostrano una generale sovrapposizione delle 
colorazioni (Figura 13). La seconda sessione di esperimenti, con uso esclusivo di 
sonde singole, non ha fornito risultati apprezzabilmente diversi rispetto alla prima, 
per cui le piastre non sono state fotografate. 
 
La tecnica FISH applicata ai cromosomi schiacciati su vetrino ha fornito segnali di 
ibridazione della sonda per il 45S e per il 5S abbastanza chiari, sebbene non per tutte 
le piastre. 
Le zone che mostrano i segnali di ibridazione con il 45S risultano presenti 
esclusivamente in posizione telomerica sui cromosomi e, seppur non sempre il 
conteggio risulti agevole, sembrano essere in numero di 12. L’unica coppia di 
cromosomi esclusa da tale ibridazione è quella costituita dagli elementi acrocentrici, 
il resto dei cromosomi mostrano regioni del 45S: i lunghi cromosomi metacentrici la 
mostrano sul braccio più corto e sui satelliti; i cromosomi submetacentrici sul braccio 
più lungo (Figura 14).  
Le zone che mostrano i segnali di ibridazione con il 5S risultano invece presenti 
esclusivamente in posizione intercalare. Il conteggio risulta piuttosto complesso data 
la qualità delle immagini, ma ad uno sguardo attento sembrerebbero 4 le regioni che 
presentano il segnale di ibridazione con la sonda per il 5S (Figura 15). Da un esame 
più approfondito risulta che le regioni 5S sono esclusive delle 4 copie di cromosomi 
acrocentrici, sul braccio corto, appena sopra il centromero (Figura 15). 
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Figura 6. Haplotype network da software TCS (Phylogenetics Network Estimation using statistical parsimony). 
Calcolo dei limiti di connessione al 95%. Le zone cerchiate rappresentano degli ipotetici intermedi, non 
documentati nel materiale studiato. B. dubia = B. dubia 1 e B. dubia 2; Chouardia = Chouardia litardierei; 
Schnarfia = Schnarfia messeniaca; Nectaroscilla = Nectaroscilla hyacinthoides. 
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Figura 7. Albero di massima parsimonia (MP) ottenuto da ricerca euristica della regione trnL-trnF. Albero di 
consenso scelto tra 4 alberi più parsimoniosi lungi 33 step. Tutti i caratteri sono stati considerati non ordinati 
(Fitch parsimony). Percentuali di Bootstrap (>50%) sono indicate sopra i rami. 
A 
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Figura 8. Albero di distanza (UPGMA) della regione trnL-trnF. Caratteri non ordinati. Percentuali di Bootstrap 
(>50%) riportati sopra i rami. 
 
  
A 
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Figura 9. Piastra cromosomica di Bellevalia webbiana a cui è stato applicato 
il Protocollo1. Colorazione DAPI in blu. Barra micrometrica = 10μ. 
 
 
Figura 10. Piastra cromosomica di Bellevalia webbiana a cui è stato 
applicato il Protocollo1. Sonda genomica di B. ciliata in rosso. Colorazione 
DAPI in blu. Barra micrometrica = 10μ. 
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Figura 11. Piastra cromosomica di Bellevalia webbiana a cui è stato 
applicato il Protocollo2. Colorazione DAPI in blu. Barra micrometrica = 10μ. 
 
 
Figura 12. Piastra cromosomica di Bellevalia webbiana a cui è stato applicato il Protocollo2. Sonde 
genomiche di B. trifoliata (in rosso) e di B. boissieri (in verde). Barra micrometrica = 10μ. 
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Figura 13. Sovrapposizione dei pattern di ibridazione delle sonde 
genomiche applicate nel Protocollo2. Barra micrometrica = 10μ. 
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Figura 13. Localizzazione delle regioni del 45S (in giallo) in cromosomi di 
Bellevalia webbiana.Colorazione DAPI in blu. Barra micrometrica = 10μ.   
 
 
Figura 14. Localizzazione delle regioni del 5S (in rosso) in cromosomi di 
Bellevalia webbiana. Colorazione DAPI in blu. Barra micrometrica = 10μ. 
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4. DISCUSSIONE 
 
 
Analogamente a quanto già stimato in altri studi basati sul marcatore trnL-trnF 
(SANG et al., 1997), esso si presenta molto poco variabile, nonostante la sua natura 
non codificante. Le informazioni che si ricavano dagli alberi filogenetici prodotti 
conseguentemente alle analisi (Figure 6,7 e 8) non chiariscono i rapporti filogenetici 
tra le specie italiane del genere Bellevalia: lo testimoniano la presenza di politomie 
diffuse e un supporto statistico non particolarmente elevato, per molti nodi. 
Comunque, informazioni preziose possono essere colte anche in questo caso. 
Il genere risulta certamente monofiletico, confermando così i risultati ottenuti con 
l’ITS (BORZATTI VON LOEWENSTERN et al., 2012). 
Per quanto riguarda le singole specie, la maggior parte di esse, ovvero Bellevalia 
webbiana, B. dubia, B. boissieri, B. ciliata e la specie non italiana B. aff. 
brevipedicellata, si raggruppano in un clado (clado A delle Figure 7 e 8), al cui 
interno però non è possibile stabilire ulteriori relazioni filogenetiche tra i vari taxa, 
vista la estrema similarità delle loro sequenze. 
B. trifoliata risulta, invece, esclusa dal suddetto gruppo, fornendo quindi 
un’incongruenza rispetto alla posizione riscontrata negli alberi costruiti a partire 
dall’ITS, dove invece si affilia piuttosto strettamente a B. webbiana e a B. boissieri 
ed è piuttosto vicina anche a B. ciliata; tutte queste specie insieme costituiscono un 
clado molto supportato secondo i marcatori di rDNA. Questa incongruenza induce ad 
escludere un coinvolgimento di B. trifoliata rispetto alle vicende plastidiali di B. 
webbiana. 
Si può notare inoltre che le due accessioni presenti di B. trifoliata sono leggermente 
differenti tra di loro, per cui esiste una certa variabilità all’interno della specie, forse 
di natura geografica, dato che una sequenza appartiene ad un individuo di origine 
italiano mentre l’altra ad un individuo di origine greca. 
Sempre per quanto riguarda l’origine di B. webbiana, secondo l’albero del trnL-trnF 
possiamo invece ulteriormente confermare l’estraneità di B. romana, che 
analogamente ai dati dell’ITS, risulta distante dal giacinto di Webb e chiaramente 
separata dal resto delle specie, presentando un discreto numero di siti nucleotidici 
non condivisi. 
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Altrettanto interessante è la posizione assunta dalla specie poliploide B. pelagica: è 
affine a B. romana secondo l’analisi dell’ITS, mentre nell’albero del trnL-trnF si 
trova in posizione sister rispetto al clado A applicando un algoritmo di distanza 
(Figura 8), addirittura all’interno del clado A nell’albero di massima parsimonia 
(Figura 7), quindi lontana da B. romana;  situazione che supporta l’ipotesi di 
allopoliploidia già formulata dai descrittori della specie (BRULLO et al., 2009). 
 
L’applicazione della tecnica GISH non ha fornito molte indicazioni sulla natura 
allopoliploide di B. webbiana, né tantomeno ne ha dato alcune per individuare le 
specie parentali. Le sonde non sono riuscite a discriminare, tra le varie porzioni di 
genoma, i cromosomi, o parti di essi, che sono stati ereditati da ciascuna specie. Il 
motivo di questa mancanza di informazione potrebbe essere spiegato da una non 
perfetta realizzazione dell’esperimento. L’uso di un DNA blocking aspecifico non ha, 
evidentemente, impedito alle sonde di ibridarsi in maniera aspecifica con porzioni di 
DNA non del tutto omologhe e dato che, anche nell’esperimento effettuato con 2 
sonde contemporaneamente, il potere risolutivo di queste si è rivelato nullo, occorre 
usare un DNA blocking specifico in quantità molto superiori al DNA genomico 
marcato. Un miglioramento possibile, in esperimenti futuri, sarà quello di usare un 
competitor costituito da DNA non marcato di una delle sospette specie parentali, in 
quantità 100 volte superiori (ad esempio 10 μg rispetto ai 100 ng di DNA marcato). 
Non è stato possibile realizzare questo esperimento durante il soggiorno a Brno per 
mancanza di adeguate quantità di DNA delle specie parentali. 
L’esperimento comunque conferma certamente la stretta affinità tra tutte le specie 
considerate a livello di intero genoma (e non solo di singoli marcatori); non è da 
escludere che tale estrema vicinanza filogenetica possa, in effetti, comunque influire 
negativamente sulla riuscita dell’esperimento: le condizioni di applicazione della 
tecnica prevedono una sufficiente divergenza delle sequenze ripetitive prima della 
supposta ibridazione, condizione che potrebbe non essere ancora soddisfatta nelle 
specie trattate. A maggior ragione, si rende necessario un affinamento della tecnica 
con uso di competitor adeguati. 
Se si confrontano i pattern ottenuti con l’applicazione della tecnica FISH con sonde 
per il rDNA con quelli già descritti recentemente per le presunte specie parentali, 
(BAREKA et al., 2012) si ricavano interessanti spunti di discussione. 
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Tutti e quattro i cromosomi del set metacentrico mostrano un’ibridazione col 45S in 
posizione telomerica e a livello dei satelliti, una situazione del tutto corrispondente a 
quella di B. boissieri, B. trifoliata e B. ciliata. Per quanto riguarda i set 
submetacentrici, B. webbiana possiede i satelliti esclusivamente su uno solo dei due 
(CHIARUGI, 1949), mentre entrambi mostrano il 45S in posizione telomerica sul 
braccio più lungo. Facendo una comparazione con le altre specie vediamo che B. 
trifoliata presenta la stessa situazione di B. webbiana, B. boissieri condivide con B. 
webbiana i siti del 45S, ma porta i satelliti su entrambi i set, mentre B. ciliata ha un 
solo set con i satelliti e lo stesso set è l’unico a mostrare ibridazione col 45S, in 
posizione analoga alle altre specie trattate. 
Molto interessante è invece il pattern ritrovato nel set acrocentrico , in quanto è 
condiviso unicamente con B. boissieri; un’ulteriore prova dell’implicazione di questa 
entità nel poliploidismo del giacinto di Webb. A parte la presenza di satelliti su tutti e 
due i set submetacentrici, il pattern di B. webbiana corrisponde precisamente a quello 
di B. boissieri, raddoppiato. 
La Figura 16 riassume le considerazioni proposte. 
 
  
Figura 16. Confronto tra i cariotipi e i pattern di ibridazione con rDNA tra le 3 specie di 
Bellevalia. Da Bareka et al., 2012 modificato. 
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5. CONCLUSIONI 
 
 
Indagare l’origine del giacinto di Webb è un esempio di come sia necessario valutare 
più aspetti biosistematici per ricostruire i meccanismi di evoluzione che intervengono 
nella creazione di diversità all’interno del regno vegetale, e non solo. 
La diversità si esprime a vari livelli nei viventi: genico, organismico ed ecosistemico; 
per un sistematico analizzare in maniera stagna ciascun aspetto non assicura la piena 
comprensione delle dinamiche evolutive proprie di un taxon, di qualsiasi rango si 
tratti. 
Questo studio, nonostante l’applicazione di tecniche distinte, ed il vaglio di dati di 
natura diversa già esistenti in letteratura, non ha potuto dirimere una volta per tutte il 
mistero che avvolge l’origine di Bellevalia webbiana, ma può rappresentare un 
ulteriore contributo alla sua soluzione. 
Sfruttare i risultati ottenuti, seppur non esaurienti, può essere decisivo per il 
perfezionamento degli esperimenti già realizzati e per la realizzazione di nuovi. 
Per l’aspetto molecolare, ad esempio, una trattazione con ulteriori marcatori sia 
nucleari sia plastidiali potrebbe migliorare la ricostruzione dei rapporti tra le specie, 
ancora non ben definiti, soprattutto per la filogenesi plastidiale. 
Considerando invece le tecniche di ibridazione in situ, si è già parlato dei 
miglioramenti attuabili alla metodologia GISH, risultata con alto potere risolutivo in 
altri taxa (BARBA-GONZALES et. Al, 2006; MARASEK ET AL., 2006; LIM et al., 
2007) . Inoltre si potrebbe valutare la possibilità di compiere esperimenti GISH per 
rivelare l’eventuale natura ibrida delle specie indiziate come parentali. 
 
In conclusione, dal presente studio, possiamo stabilire con sicurezza l’esistenza di 
una forte affinità tra B. webbiana e le specie trattate come presunte parentali, 
soprattutto con B. boissieri, e con buona probabilità un coinvolgimento di alcune di 
queste, se non di tutte, in un evento di ibridazione scaturito nella nascita della nuova 
specie allopoliploide. 
La specie B. boissieri appare come la candidata più solida, anche se si dovesse 
riconsiderare l’ipotesi di un’origine autopoliploide. 
 
Ricapitolando tutte le ipotesi formulate sull’origine del giacinto di Webb: 
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a) l’ipotesi di origine autopoliploide (CHIARUGI, 1949) viene supportata da una 
forte somiglianza tra il cariotipo di B. webbiana e quello di B. boissieri 
(CHIARUGI, 1949) e tra l’organizzazione delle regioni di rDNA su di esso di 
entrambe le specie (risultati dal presente studio); viene messa in discussione dal 
numero di nucleoli, dalla esclusiva presenza di bivalenti alla meiosi e dai dati 
molecolari basati sul marcatore ITS (MAGGINI, 1972; CAPINERI et al., 1979; 
BORZATTI VON LOEWENSTERN et al., 2012). 
b) l’ipotesi di origine allopoliploide con coinvolgimento di B. romana, supportata 
dalla vicinanza geografica di questa specie a B. webbiana (RUBINI, 2003; 
GESTRI et al., 2010), viene confutata dalle analisi molecolari sia basate sull’ITS 
(marcatore nucleare) sia basate sullo spaziatore trnL-trnF (marcatore plastidiale) 
(BORZATTI VON LOWENSTERN et al., 2012; presente studio). 
c) l’ipotesi di origine allopoliploide con coinvolgimento di B. boissieri, B. trifoliata 
e B. ciliata viene supportata da una generale affinità per molti aspetti 
biosistematici tra queste specie e B. webbiana, ed in particolare dai dati 
molecolari ricavati dal’ITS (BORZATTI VON LOEWNSTERN et al., 2012).  
L’analisi GISH presentata in questo studio conferma tale affinità anche se non 
certifica l’evento allopoliploide. 
 
Mettendo insieme tutti i dati esistenti potremmo formulare un’ipotesi di 
allopoliploidia, considerando B. boissieri, la specie parentale più solida, come la 
specie donatrice di ovuli, ammesso di considerare la passata presenza di un suo 
nucleo relitto tra la Toscana e l’Emilia-Romagna, mentre B. trifoliata potrebbe essere 
la specie donatrice di polline, visto le differenze riscontrate tra il marcatore nucleare 
(molti tratti in comune con l’ITS di B. webbiana) e quello plastidiale (sequenze di 
trnL-trnF distinte). Alcuni riarrangiamenti cromosomici e genomici potrebbero aver 
completato il modellamento finale del cariotipo di B. webbiana e dell’organizzazione 
del rDNA su di esso, ad esempio la perdita di siti del 45S o di satelliti su alcuni 
cromosomi.  
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